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©Tumorvakzine und Verfahren zu ihrer Herstellung 

(§) Tumorvakzine und Verfahren zu deren Herstellung. Die 
Tumorvakzine enthalt Tumorzellen, von denen zumindest ein 
Teil mindestens einen MHC-!-Haplotyp des Patienten an der 
Zelloberfiache aufweist, und die mit einem oder mehreren 
Peptiden, die an das MHC-I-Molekul binden, derart beladen 
wurden, daS die Tumorzellen im Kontext mit den Peptiden 
vom Immunsystem des Patienten a Is fremd erkannt werden 
und eine zellulare Immunantwort auslosen. Die Beladung 
wird in Gegenwart eines Potykations wie Polylysin vorge- 
nommen. 



< 

3 



CD 



LU 

Q 



Did folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

BUNDESDRUCKERE1 07.97 702035/344 29/26 



DE 196 07 044 Al 

l 2 

Beschreibung wurde in experimentellen Tiermodellen gezeigt, daB sie 

potente Anti-Tumorimmiinitat generieren (Dranoff et 

Die Erfmdung bezieht sich auf Tumorvakzine. aL, 1993; Zatloukal et aL, 1995). Bei einem Menschen, der 

Die Entwicklung einer therapeutischen Vakzine auf bereits eine betrachtliche Tumorbeiastung aufweist und 

derGnindlagevonTumorzeUenberuhtimwesentlichen 5 eine Toleranz gegen den Tumor entwickelt hat, ist es 

auf den folgenden Voraussetzungen: es bestehen quali- jedoch wesentlich schwieriger, die Kaskade komplexer 

tative Oder quantitative Unterschiede zwischen Tumor- Wechselwirkungen vollstandig zu erfassen, so daB eine 

zellenundnormaienZellen;dasImmunsystemhatprin- wirkungsvolle Anti-Tumorreaktion stattfinden kana 

zipiell die Fahigkeit, diese Unterschiede zu erkennen; Die tatsachliche Wirksamkeit von Zytokin-sekretieren- 

das Inununsystem kann — durch aktive spezifische Im- io den Tumorvakzinen fur Anwendungen im Menschen ist 

munisierung mit Vakzinen — dazu stimuliert werden, noch nicht erwiesen. 

Tumorzellen anhand dieser Unterschiede zu erkennen Eine weitere Kategorie von Genen, mit denen Tu- 
und deren AbstoBung herbeizufOhren. morzellen im Hinblick auf ihre Verwendung als Tumor- 
Urn eine Anti-Tumorantwort herbeizufOhren, mussen vakzine verandert werden, kodiert fur sog. akzessori- 
zumindest zwei Voraussetzungen erfullt sein: erstens 15 sche Proteine ("accesssory proteins"); das Ziel dieses 
mussen die Tumorzellen Antigene oder Neoepitope, die Ansatzes besteht darin, Tumorzellen in Antigenprasen- 
auf normalen Zellen nicht vorkommen, exprimieren. tierende Zellen ("Neo-APCs") umzufunktionieren, urn 
Zweitens muB das Immunsystem entsprechend aktiviert sie direkt Tumor-spezifische T-Lymphozyten generie- 
werden, um auf diese Antigene zu reagierea Ein we- ren zu lassen. Ein Beispiel fur einen derartigen Ansatz 
sentliches Hindernis bei der Immuntherapie von Tumo- 20 wird von Ostrand-Rosenberg, 1994, beschrieben. 
ren ist deren geringe Immunogenizhat, vor allem im Die Identifizierung und Isolierung von Tumorantige- 
Menschen. Dies ist insofern uberraschend, als zu erwar- nen (TAs) bzw. davon abgeleiteter Peptide, z. B. durch 
ten ware, daB die groBe Anzahl genetischer Verande- Wolfel et aL, 1994 a) und 1994 b); Carrel et aL, 1993, 
rungen maligner Zellen zur Entstehung von Peptid- Lehmann et aL, 1989, Tibbets et aL, 1993, oder in den 
Neoepitopen fuhren sollte, die im Kontext mit MHC- 25 veroffentlichten internationalen Anmeldungen WO 
I-Molekulen von zytotoxischen T-Lymphozyten er- 92/20356, WO 94/05304, WO 94/23031, WO 95/00159 
kannt werden. beschrieben) war die Voraussetzung dafur, Tumoranti- 
In jungerer Zeit wurden Tumor-assoziierte und Tu- gene als Immunogene fur Tumorvakzine zu verwenden, 
morspezifische Antigene entdeckt, die solche Neo-Epi- und zwar sowohl in Form von Proteinen als auch von 
tope darstellen und somit potentielle Ziele fur einen 30 Peptiden. Eine Tumorvakzine in Form von Tumoranti- 
Angriff des Immunsystems darstellen sollten. DaB es genen als solchen ist jedoch nicht ausreichend immun- 
dem Immunsystem dennoch nicht gelingt, Tumore zu ogen, um eine zellulare Immunantwort auszuldsen, wie 
eliminieren, die diese Neo-Epitope exprimieren, durfte sie zur Eliminierung von Tumorantigen tragenden Tu- 
demnach offensichtlich nicht am Fehlen von Neo-Epito- morzellen erforderlich ware; auch die co-Applikation 
pen gelegen sein, sondern daran, daB die immunolo- 35 von Adjuvantien bietet nur bedingte Moglichkeiten zur 
gische Antwort auf diese Neo- Antigene unzureichend Verstarkung der Immunantwort (Oettgen und Old, 
ist 

Fur die Immuntherapie von Krebs auf zellularer Basis Eine dritte Strategie der aktiven Immuntherapie zur 

wurden zwei allgemeine Strategien entwickelt: Einer- Steigerung der Wrksamkeit von Tumorvakzinen ba- 

seits die adoptive Immuntherapie, die sich der in vitro 40 siert auf xenogenisierten (verfremdeten) autologen Tu- 

Expansion von tumorreaktiven T-Lymphozyten und de- morzellen. Diesem Konzept liegt die Annahme zugrun- 

ren Wiedereinfuhrung in den Patienten bedient; ande- de, daB das Immunsystem auf Tumorzellen reagiert, die 

rerseits die aktive Immuntherapie, welche Tumorzellen ein Fremdproteb exprimieren und daB im Zuge dieser 

verwendet, in der Erwartung, daB damit entweder neue Reaktion auch eine Immunantwort gegen diejenigen 

oder verstarkte Immunantworten gegen Tumorantige- 45 Tumorantigene (TAs) hervorgerufen wird, die von den 

ne hervorgerufen werden, die zu einer systemischen Tu- Tumorzellen der Vakzine prasentiert werden. 

morantwort fuhren. Eia e Obersicht fiber diese verschiedenen Ansatze, bei 

Tumorvakzine auf der Grundiage der aktiven Im- denen Tumorzellen im Hinblick auf eine verstarkte Im- 
muntherapie wurden auf verschiedene Arten herge- munogenizitat durch Einfuhrung verschiedener Gene 
stellt; ein Beispiel dafur sind bestrahlte Tumorzellen, die 50 verfremdet werden, wird von Zatloukal et aL, 1993, ge- 
mit immunstimulierenden Adjuvantien wie Corynebac- geben. 

terium parvum oder BaciUus Calmette Guerin (BCG) Eine zentrale RoUe bei der Regulierung der spezui- 

versetzt werden, um Immunreaktionen gegen Tumoran- schen Immunantwort spielt ist ein trimolekularer Kom- 

tigene hervorzurufen (Oettgen und Old, 1991). plex, bestehend aus den Komponenten T-Zell-Antigen- 

In den letzten Jahren wurden vor allem genetisch 55 rezeptor, MHC ("Major Histocompatibility Com- 

modifizierte Tumorzellen ffir eine aktive Immunthera- plex>Molekfil und dessen Uganden, der ein von einem 

pie gegen Krebs verwendet, wobei die in die Tumorzel- Protein abgeleitetes Peptidfragment ist 

len eingefuhrten Fremdgene in drei Kategorien fallen: MHC-I-Molekule (bzw. die entsprechenden humanen 

Eine davon verwendet Tumorzellen, die genetisch modi- Molekule, die HLAs) sind Peptidrezeptoren, die bei 

fiziert werden, um Zytokine zu produzieren. Lokale 60 stringenter Spezifitat die Bindung von Milhonen ver- 

Koinzidenz von Tumorzellen und Zytokinsignal sollen schiedener Liganden erlaubea Die Voraussetzung dafur 

einen Stimulus setzen, der Anti-Tumorimmunitat aus- stellen Allel-spezirische Peptidmotive dar, die folgende 

lost Eine Obersicht fiber Anwendungen dieser Strategie Spezifitatskriterien aufweisen: Die Peptide haben, m 

wird von Pardoll, 1993, Zatloukal et aL, 1993, und Dra- Abhangigkeit vom MHC-I-Haplotyp, eine definierte 

noff und Mulligan, 1995, gegeben. 65 Lange, in der Regel acht bis zehn Aminosaurereste. Ty- 

Von Tumorzellen, die genetisch verandert wurden, pischerweise stellen zwei der Aminsoaureposhionen 

um Zytokine wie IL-2, GM-CSF oder IFN-y zu sekretie- sog. "Anker" dar, die nur durch eine einzige Aminosaure 

ren oder um co-stimulierende Molekule zu exprimieren, oder durch Aminosaure-Reste mit eng verwandten Sei- 
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tenketten besetzt werden konnen. Die genaue Lage der wenden konnen. 

Ankeraminosauren im Peptid und die Anforderungen Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrun- 

an deren Eigenschaften variieren mit den MHC-I-Ha- de, eine neue Tumorvakzine auf der Grundlage ver- 

plotypen. Der C-Terminus der Peptid-Liganden ist hau- fremdeter Tumorzellen bereitzustellen, mit Hilfe derer 

fig ein aliphatischer oder ein geladener Rest Solche 5 eine wirksame zeUulare Mti-Tumorimmunantwort aus- 

allelspezifische MHC-I-Peptid-Iigandenmotive sind gelost werden kann. 

bisher u. a. fur H-2K d t K b , K k , K^ 0 ', D b , HLA-A*0201, Bei der Losung der gestellten Aufgabe wurde von 

A*0205 und B*2705 bekannt folgenden Oberlegungen ausgegangen: Wahrend nicht- 

Im Rahmen des Proteinumsatzes innerhalb der Zelle maligne, nonnaie KdrperzeUen vom Immunsystem tole- 

werden regulare, entartete und fremde Genprodukte, 10 riert werden, reagiert der Korper auf eine nonnaie Zel- 

z. B. virale Proteine oder Tumorantigene, in kleine Pep- le, wenn sie, z. B. aufgrund einer Virusinf ektion, korper- 

tide zerlegt; einige davon stelien potentieDe Liganden fremde Proteine synthetisiert, mit einer Immunabwehr. 

fur MHC-I-Molekule dar. Damit ist die Voraussetzung Die Ursache dafiir ist darin gelegen, daB die MHC- 

fiir deren Presentation durch MHC-Molekule und als I-Molekule Fremdpeptide prasentieren, die von den 

Folge davon die Auslosung einer zellularen Immunun- 15 korperfremden Proteinen stammen. Als Folge davon 

antwort gegeben, wobei noch nicht im einzelnen aufge- registriert das Immunsystem, daB etwas Unerwiinschtes, 

klart ist, wie die Peptide als MHC-I-Liganden in der Fremdes mit dieser Zelle geschehen ist Die Zelle wird 

Zelle produziert werden. eliminiert, APCs werden aktiviert und eine neue, spezifi- 

Ein Ansatz, der sich diesen Mechanismus fur die Ver- sche Immunitat gegen die Fremdproteine exprimieren- 

fremdung von Tumorzellen im Hinblick auf eine Ver- 20 den Zellen generiert 

starkung der Immunantwort zunutze macht, besteht Tumorzellen enthalten zwar die jeweiligen tumorspe- 

darin, Tumorzellen mit mutagenen Chemikalien, wie zifischen Tumorantigene, sind aber als solche unzulang- 

N-Methyl-N'-nitrosoguanidin zu behandela Dies soli liche Vakzine, weil sie aufgrund ihrer geringen Immun- 

dazu f uhren, daB die Tumorzellen von mutierten Varian- ogenizitat vom Immunsystem ignoriert werden. Beladt 

ten zellularer Proteine abgeleitete Neo-Antigene pra- 25 man nun, im Gegensatz zu den bekannten Ansatzen, 

sentieren, die fremde Genprodukte darsteilen (Van Pel eine Tumorzelle nicht mit einem Fremdprotein, sondern 

und Boon, 1982). Da jedoch die mutagenen Ereignisse mit einem Fremdpeptid, so werden zusatzlich zu den 

zufallig Uber das Genom verteilt sind und auBerdem zu Fremdpeptiden auch die zelleigenen Tumorantigene 

erwarten ist, daB einzelne Zellen infolge unterschiedli- von dieser Zelle als fremd wahrgenommen. Durch die 

cher mutagener Ereignisse auch unterschiedliche Neo- 30 Verfremdung mit einem Peptid soli erreicht werden 

Antigene prasentieren, ist dieses Verfahren in qualitati- konnen, daB sich die durch die Fremdpeptide ausgeldste 

ver und quantitativer Hinsicht schwierig zu kontrollie- zellulare Immunantwort gegen die Tumorantigene rich- 

ren. tet 

Ein andererAnsatzverfremdet Tumorzellen dadurch, Die Ursache fur die geringe Immunogemzitat von 

daB sie mit Genen eines oder mehrerer Fremdproteine, 35 Tumorzellen kann nicht ein qualitatives, sondern ein 

z, B. dem eines fremden MHC-I-Molekuls oder MHC- quantitatives Problem sein. Fur ein von einem Tumor- 

Proteine unterschiedlichen Haplotyps, transfiziert wer- antigen abgeleitetes Peptid kann das bedeuten, daB es 

den, das dann in Form an der Zelloberflache aufscheint zwar von MHC-I-Molekulen prasentiert wird, jedoch in 

(EP-A2 0 569 678; Plautz et aL, 1993; Nabel et aL, 1993> einer Konzentration, die zu gering ist, um eine zellulare 

Dieser Ansatz beruht auf der oben erwahnten Vorstel- 40 tumorspezifische Immunantwort auszulosen. Eine Erho- 

lung, daB die Tumorzellen, wenn sie in Form einer hung der Zahl von tumorspezifischen Peptiden auf der 

Ganzzell- Vakzine verabreicht werden, anhand des ex- Tumorzelle sollte somit ebenf alls eine Verfremdung der 

primierten Proteins bzw. der davon abgeleiteten Pepti- Tumorzelle bewirken, die zur Auslosung einer zellula- 

de als fremd erkannt werden, oder daB, im Fall der ren Immunantwort fuhrt Im Gegensatz zu Ansatzen, 

Expression von autologen MHC-I-Molekulen, durch ei- 45 bei denen das Tumorantigen bzw. das davon abgeleitete 

ne erhohte Anzahl von MHC-I-Molekulen auf der Zel- Peptid dadurch auf der Zelloberflache prasentiert wird, 

loberflache die Prasentation von Tumorantigen opti- daB es mit einer fQr das betreffende Protein bzw. Peptid 

miert wird. Die Veranderung von Tumorzellen mit ei- kodierenden DNA transfiziert wurde, wie in den inter- 

nem Fremdprotein kann dazu fuhren, daB die Zellen nationalen Veroffentlichungen WO 92/20356, WO 

vom Fremdprotein stammende Peptide im MHC-Kon- 50 94/05304, WO 94/23031 und WO 95/00159, beschrieben, 

text prasentieren und die Veranderung von "selbst" zu sollte eine Vakzine bereitgestellt werden, die bei einfa- 

"fremd" im Rahmen der MHC-Peptid-Komplex Erken- cherer Herstellung eine effiziente Immunantwort aus 

nung stattfindet Die Erkenntmg eines Proteins oder lost 

Peptids als fremd hat zur Folge, daB im Zuge der Im- Von Mandelboim et aL, 1994 und 1995, wurde vorge- 

munerkennung nicht nur gegen das fremde Protein, son- 55 schlagen, RMA-S-Zellen mit von Tumorantigenen ab- 

dern auch gegen die den Tumorzellen eigenen Tumor- geleiteten Peptiden zu inkubieren, um damit eine zellu- 

antigene eine Immunantwort erzeugt wird Im Zuge die- lire Immunantwort gegen die entsprechenden patiente- 

ses Prozesses werden die Antigen-prasentierenden Zel- neigenen Tumorantigene auszulosen. Von den von 

len (Antigen Presenting Cells, APCs) aktiviert, die die in Mandelboim et aL fur die Tumorvakzinienmg vorge- 

der Tumorzelle des Vakzins vorkommenden Proteine eo schlagenen Zellen der Bezeichnung RMA-S (Karre et 

(inkiusive TAs) zu Peptiden prozessieren und als Ligan- al, 1986) wird angenommen, daB sie Funktionen von 

den fQr ihre eigenen MHC-I und MHC-II-MolekOle ver- APCs ausfiihren konnen. Sie haben die Eigenart, daB 

wenden. Die aktivierten, Peptid-beladenen APCs wan- ihre HLA-Molekule an der Zelloberflache infolge eines 

dern in die Lymphknoten ein, wo einige wenige der Defekts im zellularen TAP-Mechanismus ("Transport of 

naiven T-Lymphozyten die vom TAstammenden Pepti- 65 Antigenic Peptides"; verantwortlich fur die Prozessie- 

de auf den APCs erkennen und als Stimulus zur klonale rung von Peptiden und deren Bindung an HLA-Moleku- 

Expansion — mit anderen Worten zur Generierung von le) leer sind. Damit stehen die Zellen fur die Beladung 

Tumor-spezifischen CTLs und T-Helferzellen - ver- mit einem Peptid zur VerfQgung, sie fungieren also 
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gleichsam als Prasentiervehikel fur das von auBen ange- 
botene Peptid. Die erzielte Anti-Tumorwirkung benxht 
auf der Ausldsung einer Immunantwort gegen das auf 
den Zellen prtsentierte Peptid, das dem Immunsystem 
ohne unmittelbaren Kontext mit dem antigenen Reper- 
toir der Tumorzelle angeboten wird. 

Die Erfindung betrifft eine Tumorvakzine fur die Ver- 
abreichung an einem Patienten, bestehend aus Tumor- 
zellen, die von sich aus von Tumorantigenen abgeieitete 
Peptide im HLA-Kontext prasentieren und von denen 
zumindest ein Teil mindestens einen MHC-I-Haplotyp 
des Patienten an der Zelloberflache aufweist und die mit 
einem oder mehreren Peptiden a) und/oder b) derart 
beladen wurden, daB die Tumorzellen im Kontext mit 
den Peptiden vom Immunsystem des Patienten als 
fremd erkannt werden und eine zeilulare Immunant- 
wort ausldsen, wobei die Peptide 

a) als Liganden fur den MHC-I-Haplotyp, der dem 
Patienten und den Tumorzellen der Vakzine ge- 
meinsam ist, fungieren, und verschieden sind von 
Peptiden, die abgeleitet sind von Proteinen, die von 
Zellen des Patienten exprimiert werden, oder 

b) als Liganden fur den MHC-I-Haplotyp, der dem 
Patienten und den Tumorzellen der Vakzine ge- 
meinsam sind, fungieren, und abgeleitet sind von 
Tumorantigenen, die von Zellen des Patienten ex- 
primiert werden und in einer Konzentration auf 
den Tumorzellen der Vakzine vorliegen, die hdher 
ist als die Konzentration eines Peptids, das von 
demselben Tumorantigen abgeleitet ist wie das auf 
den Tumorzellen des Patienten exprimierte. 

Die humanen MHC-Molekiile werden gem&B den in- 
ternationalen Gepflogenheiten im folgenden auch als 
^LA" ("Human Leucocyte Antigen^ bezeichnet 

Unter "zeilulare Immunantwort" ist die zytotoxische 
T-Zellimmunitat zu verstehen, die als Folge der Gene- 
rierung von tumorspezifischen zytotoxischen CD8 posi- 
tiven T-Zellen und CD4-positiven Helfer-T-Zellen die 
Zerstdrung der Tumorzellen bewirkt 

Die Wirkung der erfindungsgemaBen Vakzine aus 
Tumorzellen beruht vor allem darauf, daB die immun- 
ogene Wirkung des auf den Tumorzellen vorhandenen 
Vorrats an Tumorantigenen durch das Peptid verstarkt 
wird. 

Die Peptide des Typs a) werden im folgenden auch als 
"Fremdpeptide" oder "Xenopeptide" bezeichnet 

In einer Ausfuhrungs form der Erfindung sind die Tu- 
morzellen der Vakzine autolog. Dabei handelt es sich 
um Zellen, die dem zu behandelnden Patienten entnom- 
men werden, ex vivo mit Peptid(en) a) und/oder b) be- 
handelt, gegebenenfalls inaktiviert und danach dem Pa- 
tienten wieder verabreicht werden. (Methoden zur Her- 
stellung von autologen Tumorvakzinen sind" in der 
WO 94/21 808, auf deren Offenbarung Bezug genommen 
wird, beschrieben). 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung sind die Tu- 
morzellen allogen, d. h. sie stammen nicht von dem zu 
behandelnden Patienten. Der Verwendung von alloge- 
nen Zellen wird vor allem dann der Vorzug gegeben, 
wenn arbeitsdkonomische Oberlegungen eine Rolle 
spielen; die Herstellung von individuellen Vakzinen fur 
jeden einzelnen Patienten ist arbehs- und kostenauf- 
wendig, auBerdem treten bei einzelnen Patienten 
Schwierigkeiten bei der ex vivo Kultivierung der Tu- 
morzellen auf, so daB Tumorzellen nicht in ausreichend 
groBer Zahl erhalten werden, um eine Vakzine herstel- 



len zu konneiL Bei den allogenen Tumorzellen ist zu 
berucksichtigen, daB sie auf den HLA-Subtyp des Pa- 
tienten abgestimmt sein mflssen. 
Im Falle der Verwendung von Fremdpeptiden der 

5 Kategorie a) handelt es sich bei allogenen Tumorzellen 
um Zellen einer oder mehrerer Zellinien, von denen 
zumindest eine Zellinie mindestens ein, vorzugsweise 
mehrere Tumorantigene exprimiert, die identisch sind 
mit den Tumorantigenen des zu behandelnden Patien- 

io ten, d. h. die Tumorvakzine wird auf die Tumorindika- 
tion des Patienten abgestimmt Dadurch wird gewahr- 
leistet, daB die durch das MHC-I-prasentierten Fremd- 
peptide auf den Tumorzellen der Vakzine ausgeloste 
zeilulare Immunantwort, die zur Expansion von tumor- 

15 spezifischen CTLs und T-Helferzellen fuhrt, sich auch 
gegen die Tumorzellen des Patienten richtet, weil diese 
dasselbe Tumorantigen exprimieren wie die Zellen der 
Vakzine. 

Soil z. B. eine Patientin mit der erfindungsgemaBen 

20 Tumorvakzine behandelt werden, die an Brustkrebs- 
Metastasen leidet, die eine Her2/neu-Mutation (Allred 
et aL, 1992; Peopoles et aL, 1994; Yoshino et aL, 1994 a); 
Stein et aL, 1994; Yoshino et aL, 1994 b); Fisk et aL, 1995; 
Han et aL, 1995) aufweisen, werden als Vakzine allogene, 

25 auf den HLA-Haplotyp des Patienten abgestimmte Tu- 
morzellen eingesetzt, die ebenfalls das mutierte 
Her2/neu als Tumorantigen exprimieren. In jungerer 
Zeit wurden zahlreiche Tumorantigene isoliert und ihr 
Zusammenhang mit einer oder mehreren Krebserkran- 

30 kungen aufgeklart Weitere Beispiele fur solche Tumor- 
antigene sind ras (Fenton et aL, 1993; Gedde Dahl et aL, 
1992; Jung et aL, 1991; Morishita et aL, 1993; Peace et aL, 
1991; Skipper et aL, 1993), MAGE-Tumorantigene (Bo- 
on et aL, 1994; Slingluff et aL, 1994; van der Bruggen et 

35 aL, 1994; WO 92/20356); eine Obersicht iiber diverse 
Tumorantigene wird daruberhinaus von Carrel et aL, 
1993 gegeben 

Die Tumorantigene des Patienten werden im allge- 
meinen im Zuge der Erstellung von Diagnose und The- 

40 rapieplan mit Standardmethoden, z. B. mit Hilfe von As- 
says auf der Grundlage von CTLs mit Spezifitat fur das 
zu bestimmende Tumorantigen bestimmt Derartige As- 
says wurden u. a. von Herin et al, 1987; Coulie et aL, 
1993; Cox et aL, 1994; Rivoltini et aL, 1995; Kawakami et 

45 aL, 1995; sowie in der WO 94/14459 beschrieben; diesen 
Uteraturstellen sind auch verschiedene Tumorantigene 
bzw. davon abgeieitete Peptidepitope entnehmbar. Auf 
der Zelloberflache auftretende Tumorantigene kdnnen 
auch mit Immunoassays auf Basis von Antikdrpern 

50 nachgewiesen werden. Wenn die Tumorantigene Enzy- 
me sind, z. B. Tyrosinasen, kdnnen sie mit Enzymassays 
nachgewiesen werden. 

In einer weiteren Ausftihrungsform der Erfindung 
kann eine Mischung von autologen und allogenen Tu- 

55 morzellen als Ausgangsmaterial fur die Vakzine ver- 
wendet werden. Diese Ausfuhrungsform der Erfindung 
kommt insbesondere dann zur Anwendung, wenn die 
vom Patienten exprimierten Tumorantigene unbekannt 
oder nur unvollstandig charakterisiert sind und/oder 

6o wenn die allogenen Tumorzellen nur einen Teil der Tu- 
morantigene des Patienten exprimieren. Durch Beimi- 
schung von autologen, mit dem Fremdpeptid behandel- 
ten Tumorzellen wird gewahrleistet, daB zumindest ein 
Teil der Tumorzellen der Vakzine eine moglichst groBe 

65 Anzahl von patienteneigenen Tumorantigen enthalt Bei 
den allogenen Tumorzellen handelt es sich um solche, 
die in einem oder mehreren MHC-I-Haplotypen mit 
dem Patienten ubereinstimmen. 
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Die Peptide des Typs a) und b) werden entsprechend 
der Anforderung, an ein MHC-I-Molekul zu binden, hin- 
sichtlich ihrer Sequenz durch den HLA-Subtyp des Pa- 
tienten definiert, dem die Vakzine verabreicht werden 
solL Die Bestimmung des HLA-Subtyps des Patienten 
stellt somit eine der wesentlichen Voraussetzungen fQr 
die Auswahl bzw. Konstruktion eines geeigneten Pep- 
tids dar. 

Bei der Anwendung der erfindungsgemaBen Tumor- 
vakzine in Form autologer Tumorzellen ergibt sich der 
HLA-Subtyp automatisch durch die beim Patienten ge- 
netisch determinierte Spezifitat des HLA-Molekuls. Der 
HLA-Subtyp des Patienten kann mit Standardmetho- 
den, wie dem Mikro-Lymphotoxizitatstest (MLC-Test, 
Mixed Lymphozyte Culture) bestimmt werden (Practi- 
cal Immunol, 1989). Der MLC-Test bemht auf dem 
Prinzip, aus Patientenblut isolierte Lymphozyten zu- 
nachst mit Antiserum oder einem monoklonalen Anti- 
korper gegen ein bestimmtes HLA-Molekul in Gegen- 
wart von Kaninchen-Komplement(C) zu versetzen. Po- 
sitive Zellen werden lysiert und nehmen einen Indika- 
tor-Farbstoff auf, wahrend unbeschadigte Zellen unge- 
farbtbleiben. 

Zur Bestimmung des HLA-Haplotyps eines Patienten 
kann auch die RT-PCR herangezogen werden (Curr. 
Prot MoL Biol Kapitel 2 und 15> Dazu entnimmt man 
einem Patienten Biut und isoliert daraus RNA. Diese 
RNA unterwirft man zunachst einer Reversen Trans- 
kription, wodurch cDNA des Patienten entsteht Die 
cDNA dient als Matrize fur die Polymerasekettenreak- 
tion mit Primerpaaren, die spezifisch die Amplification 
eines DNA-Fragmentes bewirken, das fur einen be- 
stimmten HLA-Haplotyp steht Erscheint nach Agaro- 
segelelektrophorese eine DNA-Bande, exprimiert der 
Patient das entsprechende HLA-MolekuL Erscheint die 
Bande nicht, ist der Patient dafiir negativ. Fur jeden 
Patienten sind mindestens zwei Banden zu erwarten. 

Bei der Anwendung der Erfindung in Form einer allo- 
genen Vakzine werden Zellen verwendet, von denen 
zumindest ein Teil auf mindestens einen HLA-Subtyp 
des Patienten abgestimmt ist Im Hinblick auf eine mog- 
lichst breite Anwendbarkeit der erfindungsgemaBen 
Vakzine wird zweckmaBig von einer Mischung ver- 
schiedener Zellinien ausgegangen, die zwei oder drei 
verschiedene der am haufigsten vertretenen HLA-Sub- 
typen exprimieren, wobei insbesondere die Haplotypen 
HLA-A1 und HLA-A2 berucksichtigt werden. Mit einer 
Vakzine auf der Grundlage einer Mischung von alloge- 
nen Tumorzellen, die diese Haplotypen exprimieren, 
kann auf eine breite Patientenpopulation erf aBt werden; 
damit kdnnen ca. 70% der europaischen Bevdlkerung 
abgedeckt werden (Mackiewicz et aL, 1995). 

Die Definition der erfindungsgemaB verwendeten 
Peptide durch den HLA-Subtyp bestimmt diese hin- 
sichtlich ihrer Ajikeraminosauren und ihrer Lange; defi- 
nierte Ankerpositionen und Lange gewahrleisten, daB 
die Peptide in die Peptid-Bindungsfurche der jeweiiigen 
HLA-Molekule passen somit auf der Zelloberflache der 
die Vakzine bildenden Tumorzellen derart prasentiert 
werden, daB die Zellen als fremd erkannt werden. Dies 
hat zur Folge, daB das Immunsystem stimutiert wird und 
eine zellulare Immunreaktion auch gegen die Tumorzel- 
len des Patienten erzeugt wird. 

Peptide, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
als Fremdpeptide gemaB Kategorie a) geeignet sind, 
sind in einer groBen Bandbreite verfugbar. Ihre Sequenz 
kann von naturlich vorkommenden immunogenen Pro- 
teinen bzw. deren zellularen Abbauprodukten, z. B. von 
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viralen oder bakteriellen Peptiden, oder von patienten- 
fremden Tumorantigenen abgeleitet sein. 

Geeignete Fremdpeptide konnen z. B. auf der Grund- 
lage von Uteraturbekannten Peptidsequenzen ausge- 

5 wahlt werden; z. B. anhand der von Rammensee et aL, 
1993, Falk et aL, 1991, fur die unterschiedlichen HLA- 
Motive beschriebenen, von immunogenen Proteinen 
verschiedenen Ursprungs abgeleiteten Peptide, die in 
die Bindungsfurchen der Molekule der jeweiiigen HLA- 

io Subtypen passen. Fur Peptide, die eine Teilsequenz ei- 
nes Proteins mit immunogener Wirkung aufweisen, 
kann anhand der bereits bekannten oder gegebenfalls 
noch zu bestimmenden Polypeptidsequenzen durch Se- 
quenzabgleich unter Beriicksichtigung der HLA-spezifi- 

15 schen Anforderungen festgestellt werden, welche Pepti- 
de geeignete Kandidaten darstellen. Beispiele fur geeig- 
nete Peptide finden sich z. R bei Rammensee et aL, 1993, 
Falk et aL, 1991, und Rammensee, 1995; sowie in der 
WO 91/09869 (HIV-Peptide); von Tumorantigenen ab- 

20 geleitete Peptide wurden u. a. in den veroffentlichten 
internationalen Patentanmeldungen WO 95/00 1 59, 
WO 94/05304 beschrieben. Auf die Offenbarung dieser 
Literaturstellen und der darin im Zusammenhang mit 
Peptiden zitierten Artikel wird Be2ug genommen. 

25 Bevorzugte Kandidaten fur Xenopeptide sind Pepti- 
de, deren Immunogenitat bereits gezeigt wurde, also 
Peptide, die von bekannten Immunogenen, z. B. viralen 
oder bakteriellen Proteinen, abgeleitet sind. Solche Pep- 
tide zeigen auf grund ihrer Immunogenizitat eine heftige 

30 Reaktion im MLC-Test 

Start die Originalpeptide zu verwenden, also Peptide, 
die unverandert von naturlichen Proteinen abgeleitet 
sind, konnen anhand der auf der Grundlage der Origi- 
nalpeptidsequenz angegebenen Minimalanforderungen 

35 bezfiglich Ankerpositionen und Lange beliebige Varia- 
tionen vorgenommen werden, in diesem Fall werden 
also erfindungsgemaB kunstliche Peptide verwendet, die 
entsprechend den Anforderungen an einen MHC-I-Li- 
ganden entworfen sind So kdnnen z. B. ausgehend vom 

40 H2-Ka-Liganden Leu Phe Glu Ala lie GLu Gly Phe lie 
(LFEAIEGFQ die Aminosauren, die keine Ankeramino- 
sauren darstellen, geandert werden, um das Peptid der 
Sequenz Phe Phe He Gly Ala Leu Glu Glu De (FFIGA- 
LEEI) zu erhalten; auBerdem kann die Ankeraminosau- 

45 re He an Position 9 durch Leu ersetzt werden. 

Peptide, die von Tumorantigenen, also von Proteinen, 
die in einer Tumorzelle exprimiert werden und die in der 
entsprechenden nicht-transformierten Zelle nicht oder 
in signifikant geringerer Konzentration aufscheinen, ab- 

50 geleitet sind, kdnnen im Rahmen der vorliegenden Er- 
findung als Peptide des Typs a) und/oder des Typs b) 
verwendet werden. 

Die Lange des Peptids entspricht vorzugsweise der 
bzgL der Bindung an das MHC-I-Molekul erforderli- 

55 chen Minimalsequenz von 8 bis 10 Aminosauren mit den 
erforderlichen AnkeraminosSuren. Gegebenenfalls 
kann das Peptid auch am C- und/oder am N-Terminus 
verlangert sein, sofern diese Verlangerung die Bin- 
dungsfahigkeit nicht beeintrachtigt, bzw. das verlanger- 

60 te Peptid auf die Minimalsequenz zeilular prozessiert 
werden kann. 

Die Auswahl von Peptid-Kandidaten im Hinblick auf 
ihre Eignung als Fremdpeptide erfolgt prinzipiell in 
mehreren Stufen: Im allgemeinen werden die Kandida- 
65 ten, zweckmaBig in Serienversuchen, zunachst in einem 
Peptid- Bindungstest auf ihre Bindungsfahigkeit an ein 
MHC-I-Molekul getestet 

Ein geeignete Untersuchungsmethode ist z. B. die auf 
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der DurchfluBzytometrie beruhende FACS-Analyse 
(Flow Cytometry, 1989; FACS Vantage TM User's Gui- 
de, 1994; CELL Quest TM User's Guide, 1994). Dabei 
wird das Peptid mit einem Fluoreszenzfarbstoff mar- 
kiert, z. B. mit FITC (Ruoresceinisothiocyanat) und auf 
Tumorzellen aufgebracht, die das jeweilige MHC-I-Mo- 
lekul exprimieren. Im DurchfluB werden einzelne Zellen 
von einem Laser einer bestimmten Wellenlange ange- 
regt; die emittierte Fluoreszenz wird gemessen, sie ist 
abhangig von der an die Zelle gebundene Peptidmenge. 

Eine weitere Methode zur Bestimmung der gebunde- 
nen Peptidmenge ist der Scatchard-Blot Man benutzt 
dazu Peptid, das mit J 125 oder mit Seltenerdmetallionen 
(z. B. Europium) markiert ist Man beladt die Zellen bei 
4°C mit verschiedenen, definierten Konzentrationen 
von Peptid fur 30 bis 240 min. Zur Bestimmung unspezi- 
fischer Wechselwirkung von Peptid mit Zellen wird zu 
einigen Proben ein OberschuB nicht-markierten Pepti- 
des zugesetzt, der die spezifische Interaktion des mar- 
kierten Peptids unterbindet AnschlieBend wascht man 
die Zellen, damit unspezifisch zell-assoziertes Material 
entfernt wird. Die Menge des zell-gebundenen Peptids 
wird nun entweder in einem Szintillationszahler anhand 
der emittierten RadioaktivitSt, oder in einem zur Mes- 
sung langlebiger Fluoreszenz geeigneten Photometer 
ermittelt Die Auswertung der so gewonnenen Daten 
erfolgt nach Standardmethoden. 

In einem zweiten Schritt werden Kandidaten mit gu- 
ten Bindungsqualitaten auf ihre Immunogenizitat ge- 
pruft 

Die Immunogenizitat von Xenopeptiden, die abgelei- 
tet sind von Proteinen, deren immunogene Wirkung 
nicht bekannt ist, kann z.B. im MLC-Test getestet wer- 
den. Peptide, die in diesera Test, der zweckm£Big eben- 
falls in Serie mit unterschiedlichen Peptiden durchge- 
fuhrt wird, wobei zweckmaBig als Standard ein Peptid 
mit bekannt immunogener Wirkung verwendet wird, 
eine besonders heftige Reaktion hervorrufen, sind fur 
die vorliegenden Erfindung geeignet 

Eine weitere Moglichkeit fur die Testung von MHC- 
I-bindenden Peptidkandidaten auf ihre Immunogenizi- 
tat besteht darin, die Bindung der Peptide an T2-Zellen 
zu untersuchen. Ein solcher Test beruht auf der Eigenart 
von T2-Zellen (Alexander et aL, 1989 oder RMA-S-Zel- 
len (Karre et aL, 1986), defekt im TAP-Peptid-Trans- 
portmechanismus zu sein und erst dann stabil MHC- 
I-Molekule zu prasentieren, wenn man auf sie Peptide 
aufbringt, die im MHC-I-Kontext prasentiert werden. 
Fur den Test werden z. B. T2-Zellen oder RMA-S-Zel- 
len verwendet, die stabil mit einem HLA-Gefl, z. B. mit 
HLA-A1- und/oder HLA-A2-Genen transfiziert sind 
Werden die Zellen mit Peptiden beaufschlagt, die gute 
MHC-I-Uganden sind, indem sie im MHC-I-Kontext so 
prasentiert werden, daB sie vom Immunsystem als fremd 
erkannt werden kdnnen, bewirken solche Peptide, daB 
die HLA-Molekule in signifikanter Menge auf der Zello- 
berflache aufscheinen. Der Nachweis der HLAs auf der 
Zelloberflache, z. B. mittels monoklonalen Antikorpern, 
erlaubt die Identifizierung geeigneter Peptide (Malnati 
et aL, 1995; Sykulev et aL, 1994). Auch hier wird zweck- 
maBig ein Standardpeptid mit bekannt guter HLA- bzw. 
MHC-Bindungsfahigkeit verwendet 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung kann eine 
autologe oder allogene Tumorzelle der Vakzine mehre- 
re Xenopeptide unterschiedlicher Sequenz aufweisen. 
Die verwendeten Peptide konnen sich in diesem Fall 
einerseits dahingehend unterscheiden, daB sie an unter- 
schiedliche HLA-Subtypen binden. Damit kann erreicht 
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werden, daB mehrere bzw. samtliche HLA-Subtypen ei- 
nes Patienten oder einer groBeren Gruppe von Patien- 
ten erfaBt werden. Die Vakzine wird in bestrahlter 
Form verabreicht 

Eine weitere, gegebenenfalls zusatzliche, Variabilitat 
hinsichtlich der auf der Tumorzelle prasentierten Xeno- 
peptide kann darin bestehen, daB Peptide, die an einen 
bestimmten HLA-Subtyp binden, sich hinsichtlich ihrer 
nicht fur die HLA-Bindung maBgeblichen Sequenz un- 
terscheiden, indem sie z. B. von Proteinen unterschiedli- 
chen Ursprungs, z. B. von viralen und/oder bakteriellen 
Proteinen, abgeleitet sind. Von einer solchen Variabili- 
tat, die dem vakzinierten Organismus eine groBere 
Bandbreite an Verfremdung anbietet, kann eine Ver- 
starkung der Stimulierung der Immunantwort erwartet 
werden. 

In der Ausfuhrungsform der Erfindung, bei der die 
Tumorvakzine aus einer Mischung von allogenen Tu- 
morzellen verschiedener Zellinien sowie gegebenenfalls 
zusatzlich autologen Tumorzellen besteht, konnen 
samtliche Tumorzellen mit demselben/denselben Pep- 
tiden) behandelt worden sein bzw. konnen die Tumor- 
zellen verschiedenen Ursprungs auch jeweils verschie- 
dene Xenopeptide aufweisen. 

In den im Rahmen der vorliegenden Erfindung durch- 
gefuhrten Versuche wurde als Fremdpeptid des Typs a) 
ein virales Peptid der Sequenz Leu Phe Glu Ala lie Glu 
Gly Phe lie verwendet, das sich vom Influenza- Virus 
Haemagglutinin ableitet und ein H2-K d -Ligand ist; die 
Ankeraminosauren sind unterstrichen. 

Mit diesem naturlich vorkommenden viralen Peptid 
als Fremdpeptid wurde eine Tumorvakzine hergestellt 
und im Tiermodell (Melanommodeil und Colonkarzi- 
nommodell) getestet 

Ein weiteres virales Peptid der Sequenz Ala Ser Asn 
Glu Asn Met Glu Thr Met, das sich vom Nukleoprotein 
von Influenzavirus ableitet und ein Ligand des HLA- 
1-Haplotyps H2-K b ist (Rammensee et aL, 1993; Anke- 
raminosauren sind unterstrichen), wurde fur die Herstel- 
lung einer Tumorvakzine verwendet; die Schutzwir- 
kung der Vakzine wurde in einem anderen Melanom- 
modeil bestatigt 

Eine weitere Vakzine wurde hergestellt, indem Tu- 
morzellen mit einem Fremdpeptid der Sequenz Phe Phe 
Be Gly Ala Leu Glu Glu lie (FFIGALEEI) verfremdet 
wurden. Hierbei handelt es sich urn ein synthetisches, in 
der Natur bisher nicht bekanntes Peptid. Bei der Aus- 
wahl der Sequenz wurde darauf geachtet, daB die An- 
forderungen bezuglich der Eignung als Ligand fur das 
MHC-I-Molekul vom Typ H2-K d erfullt sind Die Eig- 
nung des Peptides zur Erzeugung einer Antitumor-Im- 
munitat nach dem Konzept der aktiven Immuntherapie 
wurde am murinen Colon-Karzinom CT-26 (syngenisch 
fur den Mausstamm Balb/c) bestatigt 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung 
kann die Tumorvakzine auBerdem autologe und/oder 
allogene Tumorzellen und/oder Fibroblasten enthalten, 
die mit Zytokingenen transfiziert sind. In der 
WO 94/21808 sowie von Schmidt et aL, 1995 (auf diese 
Veroffentlichung wird Bezug genommen) sind effiziente 
Tumorvakzine beschrieben, die mittels der als Trans- 
ferrinfektion , * bezeichneten DNA-Transport-Methode 
mit einem IL-2 Expressionsvektor erzeugt wurden (die- 
se Methode beruht auf der Rezeptor-vermittelten En- 
dozytose und benutzt einen mit einem Polykation, wie 
Porylysin, konjugierten zellularen Liganden, insbeson- 
dere Transferrin, zur Komplexierung von DNA, sowie 
ein endosomolytisch wirksames Agens wie Adenovirus). 
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Vorzugsweise mischt man die Peptid-behandelten (Feigner et al, 1994; Loeffler et aL, 1993; Remy et al, 
TumorzeUen und die Zytokin exprimierenden Zellen im 1994; Behr, 1994), die u. a. kominerziell als Transfectam, 
Verhaltnis 1 : 1. Wenn man z. B. eine IL-2 Vakzine, die UpofectaminoderUpofectinerhaltnchsind. 
4 000 Einheiten IL-2 pro 1 x 10 6 ZeUen produziert, mit 1 Als Polykation wird bevorzugt Polylysin (pL) einer 
x 10 6 Peptid-behandelten Tumorzellen mischt, kann die 5 Kettenlange von ca. 30 bis ca. 300 Lysinresten emge- 
soerhalteneVakzinefOrzweiBehandlungeneingesetzt setzt «,,-.„ u-u • 

werden wobei ein Dosisoptimum von 1.000 bis 2000 Die erforderliche Menge an Polykation im Verhaltnis 
Einheiten IL-2 (Schmidt et aL, 1995) angenommen wur- zum Peptid kann im einzelnen empinsch bestnnmt wer- 
de den. Im Falle der Verwendung von Polylysin und Xeno- 

Durch die Kombination der Zytokin-Vakzine mit den io peptiden der Kategorie a) betragt das Masseverhaltnis 
Peptid-behandelten Tumorzellen konnen vorteilhaft die pL : Peptid vorzugsweise ca. 1 : 4 bis ca. 1 : 12. 
Wirkungen dieser beiden Vakzine-Typen vereinigt wer- Die Dauer der Inkubation betragt im aUgemeinen 30 
deiL min bis 4 h. Sie richtet sich danach, zu welchem Zeit- 

Die Auf arbeitung der Zellen sowie die Formulierung punkt die maximale Beladung mit dem Peptid erreicht 
der erfindungsgemSBen Vakzine erfolgt in herkdmmli- \s ist; der Beladungsgrad kann mittels FACS-Analyse ver- 
cher Weise, wie z. B. in Biologic Therapy of Cancer, folgt und auf diese Weise die erforderiiche Inkubations- 
1991, Oder in der WO 94/21808 beschrieben. dauer ermittelt werden. 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt ein In einer weiteren AusfQhrungsform der Erfindung 
Verfahren zur Herstellung einer Tumorvakzine beste- wird das Polylysin in zumindest teilweiser konjugierter 
hend aus Tumorzellen zur Verabreichung an einen Pa- 2 o Form eingesetzt Vorzugsweise liegt ein TeU des Polyly- 
tienten sins in mit Transferrin (Tf) konjugierter Form (Transfer- 

Das Verfahren ist erfindungsgemaB dadurch gekenn- rin-Polylysin-Konjugat TfpL, diesbezughch wird eben- 
zeichnet, daB man TumorzeUen, die von sich aus von falls auf die Offenbarung der WO 94/21808 Bezug ge- 
Tumorantigenen abgeleitete Peptide im HLA-Kontext nommen) vor, wobei das Masseverhaltnis pL : TfpL vor- 
prasentieren und von denen zumindest ein Teil minde- 25 zugsweise ca. 1 : 1 betragt 

stens einen MHC-I-Haplotyp des Patienten exprimiert, Statt mit Transferrin kann Polylysin mit anderen Pro- 
mit einem oder mehreren Peptiden behandelt, die teinen, Z.B. den in der WO 94/21808 als Internalisie- 

rungsfaktoren beschriebenen zeUu&ren Liganden, kon- 

a) als Liganden fttr den MHC-I-Haplotyp, der dem jugiert werden. 

Patienten und den Tumorzellen der Vakzine ge- 30 Gegebenenf alls findet die Behandlung der Tumorzel- 
meinsam sind, fungieren, und verschieden sind von len auBerdem in Gegenwart von DNA statt Die DNA 
Peptiden, die abgeleitet sind von Proteinen, die von liegt zweckmaBig als Plasmid vor, vorzugsweise als 
Zellen des Patienten exprimiert werden, oder die Plasmid, das frei ist von Sequenzen, die fur f unktionelle 

b) als Liganden fur den MHC-I-Haplotyp, der dem eukaryotische Proteine kodieren, also als Uervektor. 
Patienten und den TumorzeUen der Vakzine ge- 35 Als DNA kann prinzipiell jedes gingige, funktionell er- 
meinsam sind, fungieren, und abgeleitet sind von haltliche Plasmid verwendet werden. 
Tumorantigenen, die von Zellen des Patienten ex- Die Menge an DNA im Verhaltnis zu dem, gegebe- 
primiert werden, nenf alls teilweise mit einem Protein konjugierten Poly- 

kation, z. B. zu pL, TTpL oder einer Mischung von pL mit 
wobei man die Tumorzellen mit einem oder mehreren 40 TfpL, betragt vorzugsweise ca. 1 : 2 bis ca. 1 : 5. 
Peptiden a) und/oder b) so lange und in einer solchen Die Dauer der Inkubation, die Menge und Art des 
Menge in Gegenwart eines organischen Polykations in- Polykations im Verhaltnis zu der Zahl der TumorzeUen 
kubiert, bis die Peptide an die TumorzeUen derart ge- und/oder der Menge an Peptid, ob bzw. m welchem 
bunden sind, daB sie im Kontext mit den TumorzeUen AnteU das Polykation bzw. nut welchem Protein es vor- 
vom Immunsystem des Patienten als fremd erkannt 45 teilhaft konjugiert ist, der Vorteil der Anwesenheit von 
werden und eine zeUulare Immunantwort auslosen. DNA bzw. deren Menge konnen empinsch bestnnmt 

Die Menge an Peptid betragt vorzugsweise ca. 50 tig werden. Dazu werden die einzelnen Verfahrenspaxame- 
bis ca. 160 ug pro 1 x 10 s bis 2 x 10 7 ZeUen. Im FaUe ter variiert und die Peptide unter ansonsten identischen 
der Verwendung eines Peptids der Kategorie b) kann Bedingungen auf die TumorzeUen aufgebracht und 
die Konzentration auch hoher sein. Fur diese Peptide ist 50 flberpruft, wie effizient die Peptide an die TiimorzeUen 
es wesentiich, daB ihre Konzentration auf den Tumor- gebunden haben. Eine geeignete Methode dafur ist die 
zeUen der Vakzine gegeniiber der Konzentration eines FACS-Analyse. # 
Peptids auf den TumorzeUen des Patienten, das von Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich auBer 
demselben Tumorantigen abgeleitet ist, derart erhoht zur Behandlung von TumorzeUen auch zur Behandlung 
ist, daB die TumorzeUen der Vakzine als fremd erkannt 55 anderer ZeUen. 

werden und eine zeUulare Immunantwort auslosen. Statt TumorzeUen konnen autologe, also panentenei- 

ZugeeignetenPolykationenzahlenhomologeorgani- gene, Fibroblasten, oder ZeUen von Fibroblastenzelli- 
sche Polykationen wie Polylysin, Poryarginin, Polyomit- nien, die entweder auf den HLA-Subtyp des PatLenten 
hin oder heterologe Polykationen mit zwei oder mehr abgestimmt oder die mit dem entsprechenden MHC- 
unterschiedhchen positiv geladenen Aminosauren, wo- 60 I-Gen transfiziert worden sind, nach dem erfindungsge- 
bei diese Polykationen verschiedene Kettenlange auf- maBen Verfahren mit einem oder mehreren Peptiden 
weisen konnen, ferner nicht-peptidische synthetische beladen werden, die von Tumorantigenen abgeleitet 
Polykationen wie Polye%lenimine, naturiiche DNA- sind, die von den TumorzeUen des Patienten exprimiert 
bindende Proteine porykationischen Charakters wie Hi- werden. Die so behandelten und bestrahlten Fibrobla- 
stone oder Protamine bzw. Analoge oder Fragmente 65 sten konnen als solche oder in Mischung mit Peptid-be- 
davon, sowie Spermin oder Spermidine. Zu im Rahmen handelten TumorzeUen als Tumorvakzine verwendet 
der vorhegenden Erfindung geeigneten organischen werden. 

Polykationen zahlen auch polykationische Lipide In einer weiteren Ausfuhrungsfonn konnen statt Fi- 
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broblasten dendritische Zellen nach dem erfindungsge- auf die Auslosung einer zeUularen Anti-Tumorantwort, 

maBen Verfahren behandelt werden. Dendritische Zel- von einem Tumorantigen abgeleitet Eme ein solches 

len sind APCs der Haut; sie konnen wahiweise in vitro Peptid enthaltende Tiimorvakzine kann therapeutisch 

beladen werden, d h. aus dem Patienten isolierte ZeUen oder prophylaktisch verabreicht werden. Bei der pro- 

werden in vitro mit einem oder raehreren Peptiden ver- 5 phylaktischen Anwendung wird zweckmaBig eine Mi- 

setzt, wobei die Peptide von Tumorantigenen des Pa- schung von Peptiden eingesetzt, die abgeleitet sind von 

tienten abgeleitet sind und an ein MHC-I- oder an ein Vertretem haufig auftretender Tumorantigene. Bei der 

MHC-II-Molekul des Patienten binden. In einer weite- therapeutischen Anwendung der zellfreien Tumorvak- 

ren Ausruhrungsform konnen diese Zellen auch in vivo zine werden ein oder mehrere Peptide verwendet, die 

mit dem Peptid beiaden werden. Dazu injiziert man die io von Tumorantigen(en) des Patienten abgeleitet sind. 

Komplexe aus Peptid, Polykation und gegebenenfaUs Eine weitere Anforderung, die das Peptid erfiiUen 

DNA vorzugsweise intradermal, weil in der Haut den- muB, ist seine Abstimmung auf den HLA-1- oder HLA- 

dritische Zellen besonders haufig vorzufinden sind. 2-Subtyp des zu vakzinierenden Individuums; das Pep- 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde das tid weist also eine Sequenz auf bzw. enthalt eine Se- 

Peptid mit TfpL oder pL fur den Transfer in CT-26 is quenz, die seine Bindung an ein HLA-1- oder HLA- 

Zellen und mit TfpL und einem nicht funktioneUen Plas- 2-Molekiil gewahrleistet 

mid (Leervektor) fur den in M-3 Zellen komplexiert Im Im Hinblick auf eine moglichst breite Anwendbarkeit 

CT-26 System wurde festgesteUt daB die mit dem Pep- der erfindungsgemaBen Vakzine wird zweckmaBig eine 

tid verfremdeten, bestrahlten Tumorvakzine eine effi- Mischung mehrerer Peptide verwendet, von denen je- 

ziente Antitumor-Immunitat generierten: 75% der ge- 20 des an ein anderes HLA-Molekul binden kann, vorzugs- 

impften Mause konnten eine Tumorchallenge eliminie- weise an einen von zwei oder drei der am haufigsten 

ren, die bei alien Kontrolltieren, die entweder keine vertretenen HLA-Subtypen, wobei imFalle der Abstim- 

Vakzine oder eine Vakzine ohne das Xenopeptid erhiel- mung des Peptids auf den HLA-1 Subtyp msbesondere 

ten, zuTumorbildungfuhrtcIm M-3 System wurde das- die Haplotypen HLA-A1 und HLA-A2 berucksichtigt 

selbe Xenopeptid unter Bedingungen, die fiir den Orga- 25 werden. Mit einer Vakzine auf der Grundlage einer Mi- 

nismus hinsichtlich TumorbUdung noch hdhere Strin- schung von Peptiden, die an diese Haplotypen binden 

genz aufwiesen, in einem experimenteUen Ansatz gete- konnen, kann eine breite Patientenpopuiation erfaBt 

stet, der der Situation im Menschen nachempfunden ist werden. 

Metastasentragende Mause wurde mit xenopeptisier- Das Adjuvans hat die die Eigenschaft, den Eintntt des 

ten, bestrahlten M-3 Zellen geimpft 873% der so ge- 30 Peptids in die Zeile zu erleichtern, indem es z. B. die 

impften Mause konnten die Metastasen eliminieren, Membranen von ZielzeUen, in die das Peptid geiangen 

wahrend aUe unbehandelten und 7/8 Mausen an Tumo- soil, zumindest kurzfristig durchlassig macht urn auf die- 

ren erkrankten, die Vakzine ohne das Xenopeptide er- se Weise das Peptid in die Zelle zu befordera Dafur 

halten hatten. durfte es von Vorteil, aber nicht unbedingt erforderlich 

Es wurde auBerdem festgesteUt daB das AusmaB der 35 sein, daB das Peptid an das Adjuvans gebunden wird; es 

systemischen Immunantwort der Tumorvakzine von der kann ein Import des Peptids in die Zelle auch dadurch 

Methode abhangig ist, mit der das Peptid auf die Tumor- bewirkt werden, daB das Peptid aufgrund seiner raumli- 

zellen aufgebracht wird. Wenn das Peptid mittels Poly- chen Nahe zur Zellmembran durch diese hindurch ge- 

lysin/rransferrin den ZeUen verabreicht wurde, war der langen kann, sobald das Adjuvans deren Durchlassigkeit 

Effekt deutlich ausgepragter als wenn die Zellen 24 h 40 bewirkt hat Die Wirkung des Adjuvans kann auch dar- 

mit dem Peptid inkubiert wurden fPulsen"). Auch das auf beruhen, daB es die fur die Aufnahme m die Zelle 

adjuvante Beimischen des Peptides zu den bestrahlten kritische Konzentration des Peptids an 4er ZeUoberfla- 

Vakzinen war wenig effizient Durch die Transf errinf ek- che erhoht oder daB es die Phagozytose oder den Fffis- 

tion durfte entweder eine effizientere Aufnahme des sigtransport (Pinozytose) des Peptids in die Zelle be- 

Peptids in cHe Zellen gewahrleistet sein, oder aber die 45 werkstelligt .-„_,.. 

Beladung mit Polylysin/Transferrin bewirkt, daB das Als Adjuvantien konnen u. a. grundsatzlich alle dieje- 

Peptid an der Zellmembran haften bleibt, somit physika- nigen Membran-permeabilisierenden Substanzen ver- 

lisch in die Nahe der MHC-I-Molekule gebracht wird wendet werden, die fur den Transport von Nukleinsau- 

und dann an diese binden kann, wobei es aufgrund sei- ren in die Zelle verwendet werden; in diesem Zusam- 
ner starken Affinitat zellulare Peptide, die schwacher 50 menhang wird auf die Offenbarung der WO 93/19768 

gebunden sind, verdrangen kann. verwiesen, wo derartige Substanzen genannt sind. 

In einer Abwandlung der Erfindung kann eine zelluia- Bevorzugt wird im Rahmen der vorliegenden Errin- 

re, vorzugsweise eine systemische, Immunantwort ge- dung als Adjuvans Pohylysin verwendet Das Polylysm 

gen pathogene Erreger bzw. eine Anti-Tumorantwort (oder eine andere polykationische Verbindung mit ahn- 
auch ausgelost werden, indem eine Vakzine verabreicht 55 licher Wirkung) kann auch, gegebenenfaUs konjugiert 

wird, die ein oder mehrere Peptide enthalt, die statt im mit einem zeUularen Liganden, als BestandteU ernes 

Kontext mit ZeUen zusammen mit einem Adjuvans vor- Komplexes mit DNA und gegebenenfaUs einem etido- 

liegen. Diese Vakzine ist also eine zellfreie Vakzine. somolytisch wirkenden Mittel, z.B. Adenovirus (ent- 

Das Peptid ist abgeleitet von einem Antigen, gegen sprechend der HersteUung der zeUularen Vakzme durch 
das die zeUulare Immunantwort ausgelost werden soil so Beladen der ZeUen mit Peptid mittels solcher Komple- 

Damit wird bewirkt daB T-Zellen generiert werden, die xeX eingesetzt werden. 

den Krankheitserreger bzw. die TumorzeUen, die das Ohne auf die Theorie festgelegt sein zu woUen, durfte 

Antigen aufweisen, erkennen. die Wirkung der zellfreien Vakzine darin bestehen, daB 

Fur die Immunisierung gegen pathogene Krankheits- das Peptid mit Hilf e des Adjuvans m die Zielzellen em- 
erreger,wieBakterien,Viren,Parasiten, werden Peptide 65 dringt ZielzeUen sind Antigen-prasentierende ZeUen, 

verwendet die abgeleitet sind von einem Protein des auf denen das Peptid, gegebenenfaUs nach Prozessie- 

bzw.derjeweiligenErreger. rung, den T-ZeUen im HLA-1- und/oder HLA-2-Kon- 

In einer Ausfuhrungsform ist das Peptid, im HinbUck text prasentiert wird. Beispiele fur ZielzeUen sind Ma- 
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krophagen, Fibroblasten, Keratinozyten oder dendriti- 
sche Zellen. 

Gegebenenfalls ist das Adjuvans mit einem Liganden 
fur die Zielzelle modifiziert Als Liganden kommen 
Kohlenhydratreste, wie Mannosyl (ein Iigand fur Ma- 5 
krophagen), oder Antikorper (fragmente) gegen Zello- 
berflachenproteine der Zielzellen in Frage. 

Als Adjuvantien konnen auch Komponenten in Parti- 
kelform, gegebenenfalls zusatzlich zu den oben erwahn- 
ten Adjuvantien (z. B. Polylysin), verwendet werden. Fur 10 
die Partikel sind grundsStzlich Materialien geeignet, die 
auch fur die Herstellung von Saulen fur die Peptidsyn- 
these verwendet werden, z. B. Kieselgel oder Kunsthar- 
ze, sofern sie physiologisch annehmbar sind und aus 
ihnen Partikel herstellbar sind, die genugend klein sind, 15 
um in die Zelle gelangen. Mit Hilf e von Partikeln kon- 
nen hohe lokale Konzentrationen an Peptid erreicht 
werden, was dessen Aufhahme in die Zellen erleichtert 

Die Verabreichung der zellfreien Vakzine kann sub- 
kutan oder intradermal erfolgen, um vor allem Hautzel- 20 
len (Keratinozyten, Fibroblasten), dendritische Zellen, 
Langerhanszellen oder Makrophagen als Zielzellen zu 
erreichen; eine weitere Form der Applikation ist die 
intraperitoneale, um die Lymphknoten zu erreichen. Im 
Rahmen einer Tumortherapie kann die Tumorvakzine 25 
auch intratumoral verabreicht werden, Eine weitere 
Verabreichungsroute ist die intravenose, um Monozy- 
ten, B-Zellen oder dendritische Vorlauferzellen zu errei- 
chen. 

30 

Figurenabersicht 

Fig. la FACS-Analyse von Fremdpeptid-behandelten 
M-3-Zellen; 

Fig. lb Mikrofotografien von FITC-Peptid-bebandel- 35 
ten M-3-Zellen; 

Fig. 2 Heilung von M-3-Melanommetastasen tragen- 
den DBA/2-Mausen durch eine Vakzine aus Fremdpep- 
tid-beladenen M-3-Zellen; 

Fig. 3a Titration von Fremdpeptid fur die Herstellung 40 
einer Tumorvakzine; 

Fig. 3b Vergleich einer Tumorvakzine aus Fremdpep- 
tidbeladenen Tumorzellen mit einer IL-2 sekretierenden 
Tumorvakzine; 

Fig. 4a Schutz von Balb/c-Mausen durch Vorimmun- 45 
isierung mit einer Vakzine aus Fremdpeptid-beladenen 
Colonkarzinomzellen; 

Fig. 4b Untersuchung der Beteiligung von T-Zellen 
an der systemischen Immunitat; 

Fig. 5 Schutz von C57BL/6J-Mausen durch Vorimm- 50 
unisierung mit einer Vakzine aus Fremdpeptid-belade- 
nen Melanomzellen; 

Fig. 6 Schutz von DBA/2-Mausen gegen Mastozytom 
durch Vorimmunisierung mit einer zellfreien Tumor- 
vakzine, enthaltend ein tumorspezifisches Peptid. 55 

In den folgenden Beispielen wurden, wenn nicht an- 
ders angegeben, die folgenden Materialien und Metho- 
den verwendet: 

Die Maus-Melanomzellinie Cloudman 591 (Klon M-3; 
ATCC No. CCL 53.1X die Mastozytomzellinie P815 6 o 
(ATCC Nr. TIB 64) und die Fibrobiastenzellinie NIH3T3 
(ATCC Nr. CRL 1658) wurden von ATCC erworben. 

Die Meianomzelline B16-F10 (Fidler et aL, 1975) wur- 
de vom NIH DCT Tumor Depository erworben. 

Die Herstellung von Transferrin-Poryiysin-Konjuga- 65 
ten, von DNA enthaltenden Transfektionskomplexen 
wurde vorgenommen, wie in der WO 94/21808 be- 
schrieben. 
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Die Peptide LFEAIEGFI, FFIGALEEI, LPEA- 
IEGFG, KYQAVTTTL und ASNENMETM wurden auf 
einem Peptid-Synthesizer (Modell 433 A rait Feedback- 
monitor, Applied Biosystems, Foster City, Kanada) un- 
ter Verwendung von TentaGel S PHB (Rapp, Tubingen) 
als Festphase nach der Fmoc-Methode (HBTU-Aktivie- 
rung, FastmocTM, MaBstab 0 : 25 mmol) synthetisiert 
Die Peptide wurden in 1 M TEAA, pH 73 aufgelost und 
mittels reverser Chromatographic auf einer Vydac C 
18-Saule gereinigt Die Sequenzen wurden mittels Flug- 
zeitmassenspektrometrie auf einem MAT Lasermat 
(Finnigan, San Jose, Kanada) bestatigt 

Die Testung der Wirksamkeit der Krebsvakzine auf 
ihre Schutzwirkung gegen Metastasenbildung fThera- 
peutisches b MausmodelP) sowie die Testung im pro- 
phyiaktischen MausmodeU wurde nach dem in der 
WO 94/21808 beschriebenen Protokoll durchgefuhrt, 
wobei als MausmodeU das DBA/2-Modell und das Balb/ 
c- Modell verwendet wurden. 

Beispiel 1 

Vergleichende FACS-Analyse von M-3-Zellen, die 
mittels verschiedenen Methoden mit Fremd-Peptid be- 
handelt wurden. 

Fur diese Untersuchung, die in Fig. 1 dargestellt ist, 
wurde das Xenopeptid LFEAIEGFI auf M-3-Zellen ein- 
mal mit TfpL/DNA-Komplexen aufgebracht ("Trans- 
loading"; Fig. la), einmal wurden die Zellen mit dem 
Peptid inkubiert ("Pulsen"; Fig. lb) und einmal wurde 
das Peptid den Zellen adjuvant beigemischt (Fig. 1 c). 

Fttr das Transloading wurden 160 ug FlTC-markier- 
tes Xenopeptid LFEAIEGFI bzw. unmarkiertes Kon- 
trollpeptid mit 3 jtg Transferrin-Polylysin (TfpL), 10 \ig 
pL und 6 ug psp65 (Boehringer Mannheim, LPS frei) in 
500 ul HBS-Puffer gemischt Nach 30min bei Raum- 
temperatur wurde die obige L6sung in eine T 75 Zellkul- 
turflasche mit 1.5 x 10 6 M-3 Zellen in 20 ml DMEM-Me- 
dium (10% FCS, 20 mM Glukose) gegeben und bei 37° C 
inkubiert Nach 3 h wurden die Zellen zweimal mit PBS 
gewaschen, mit PBS/2 mM EDTA abgeldst und fur die 
FACS-Analyse im 1 ml PBS/5 % FCS resuspendiert 

Das Pulsen der Zellen mit dem Peptid wurde mit 1 —2 
x 10 6 Zellen in 20 ml DMEM mit 450 ug Peptid (FTTC- 
markiert bzw. unmarkiert) wahrend 3 h bei 37° C durch- 
gefuhrt. 

Fur das adjuvante Beimischen wurden vor der FACS- 
Analyse 10 6 von der Kulturflasche abgeldste Zellen mit 
100 p.g FITC-markiertem Peptid in 1 ml PBS/5% FCS 
30 min bei Raumtemperatur inkubiert Die Zellen wur- 
den nach Austausch von PBS/5% FCS gewaschen und 
noch einmal analysiert Die FACS-Analyse wurde unter 
Verwendung eines FACS Vantage Gerats (Becton 
Dickinson), ausgeriistet mit einem 5 W Argon Laser, 
eingestellt auf 100 mW bei 488 nm, nach Vorschrift des 
Herstellers durchgefuhrt Das Ergebnis der FACS-Ana- 
lyse ist in den Fig. la bis 1c dargestellt Fig- Id zeigt 
Mikrofotografien von zytozentrifugierten M-3-Zellen: 
das obere Bild zeigt Zellen, die das Peptid mittels dem 
{Complex (Transloading") erhalten hatten, das untere 
Bild zeigt Zellen, die mit dem Peptid inkubiert ^Pulsen*) 
worden waren. FQr die Gegenfarbung des Kerns wurde 
D API verwendet 

M-3-Zeilen, die mit dem das Peptid enthaltenden 
Komplex beladen worden waren, zeigten eine Verschie- 
bung der Fluoreszenz um beinahe 2 Zehnerpotenzen im 
Vergleich zu unbehandelten oder rait Polylysin allein 
behandelten Zellen, was auf einen effizienten Transfer 
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des Peptids auf die Zeilen mittels TfpL/DNA-Komplex 
hinweist (Fig. la). Die Inkubation mit Peptid (Pulsen) 
war weniger wirksam, was sich in der Verschiebung der 
Fluoreszenz um nur eine Zehnerpotenz niederschlagt, 
die in der Ruoreszenzmikroskopie praktisch nicht nach- 
weisbar war (Fig. Id). Im Falle des adjuvanten Beimi- 
schens verschwand das Peptid nach dem Waschschritt 
(Fig. lc), was daraufhindeutet, daB die Peptidbindung 
hdchstens geringf ugig war. 

Beispiel 2 

Heilung von Melanommetastasen aufweisenden 
DBA/2-Mausen mit einer Vakzine aus Fremdpeptid-be- 
ladenen Melanomzellen flnerapeutisches Mausmo- 
deli") 

a) Herstellung einer Turmorvakzine aus M-3-ZeIlen 



10 



15 



20 



160 ug Xenopeptid LFEAIEGFI wurden mit 3ug 
Transferrin-Polylysin (TfpL), 10 ug pL und 6 ug psp65 
(LPS frei) in 500 pi HBS-Puffer gemischt Nach 30 min 
bei Raumtemperatur wurde die obige Losung in eine T 
75 Zellkulturflasche mit 1.5 x 10 6 M-3 Zeilen in 20 ml 
DMEM-Medium (10% FCS, 20 mM Glukose) gegeben 25 
und bei 37° C inkubiert Nach 3 h wurden die Zeilen mit 
15 ml frischem Medium versetzt und fiber Nacht bei 
37°C und 5 % CO2 inkubiert 4 h vor der Applikation 
wurden die Zeilen mit 20 Gy bestrahlt Die Aufarbei- 
tung der Vakzine erfolgte wie in WO 94/21808 beschrie- 30 
ben. 

b) Wirksamkeit der Tumorvakzine 



6—12 Wochen alte DBA/2 Mause mit einer Funfta- 35 
ges-Metastase (erzeugt durch die subkutane Injektion 
von 10 4 lebenden M-3 Zeilen) wurden zweimal im Ab- 
stand von einer Woche mittels subkutaner Injektion mit 
der Tumorvakzine behandelt (Dosis: 10 5 Zellen/Tier). Es 
standen 8 Mause im Experiment Das Ergebnis der Ver- 40 
suche ist in Fig. 2a dargestellt; es zeigte sich, daB 7 von 8 
Tieren nach Verabreichung der Vakzine, die mittels 
TfpL/DNA-Komplexen auf die Tumorzellen geladenes 

Peptid enthielten, geheilt wurden. In Vergleichsversu- < 
chen wurde eine Vakzine verwendet, in der das Peptid 45 2-Dosis 2.000 Einheiten pro Her) m einem Abstand von 



Isoleucin, durch Prolin bzw. Glycin ersetzt, was zum 
Peptid Leu Pro Glu Ala He Glu Gly Phe Gly (LPEA- 
IEGFG) fuhrte; diesem Peptid fehlt die Fahigkeit zur 
H2-K d -Bindung. Die Metastasenbildung wurde minde- 
stens einmal pro Woche kontrolliert Das Ergebnis die- 
ser Versuche ist in Fig. 2b zu sehen. Die Vakzine, herge- 
stellt durch Beladen der Zeilen mit LFEAIEGFI mittels 
den TfpL/DNA-Komplexen, heilte 6 von 8 Tieren. Hin- 
gegen entwickelten 7 von 8 Tieren Tumore, die eine 
Vakzine erhalten hatten, fur die das Peptid LFEAIEGFI 
den Zeilen lediglich beigemischt wurde bzw. die aus 
Zeilen bestand, die mittels TfpL/DNA-Komplexen mit 
dem veranderten, nicht an das HLA-Motiv bindenden 
Peptid LPEAIEGFG beladen wurdea In der Kontroll- 
gruppe, die mit nur bestrahlten M-3-Zellen behandelt 
worden war bzw. die keinerlei Behandlung erhielt, ent- 
wickelten alle Tiere Tumore. 

c) Untersuchung des Einflusses der Peptidmenge in der 
Vakzine 

Es wurden, wie in a) beschrieben, Peptid enthaltende 
Komplexe hergestellt, die entweder 50, 5 oder 0.5 ug des 
wirksamen Peptides LFEAIEGFI enthielten, und damit 
M-3 Zeilen beladen. Als Vergleich diente eine IL-2 Vak- 
zine, die die optimale Dosis an IL-2 sekretierte (s. d) ). 
Mit dieser Vakzine wurden DBA/2 Mause geimpft, die 
eine Funf tagesmetastase trugen. Die Vakzine mit 50 ug 
Peptid heilte 6 von 8 Mausen, die mit 5 ug 4 von 8, 
ebenso wie die IL-2 Vakzine, wahrend die 05 ug enthal- 
tene Vakzine nur 2 von 8 Tieren heilte. Dieser Versuch 
ist in Fig. 3a dargestellt 

Beispiel 3 

Vergleich der Fremdpeptid enthaltenden Vakzine mit 
einer Tumorvakzine aus IL-2 sekretierenden 
Tumorzellen im prophylaktischen Mausmodell 

In Vergleichsversuchen wurden zwei Gruppen von 
Versuchstieren (je 8) einerseits mit der in Beispiel 2a) 
beschriebenen Vakzine, andererseits mit einer Vakzine 
aus IL-2 sekretierenden M-3-Zellen (hergestellt nach 
dem in der WO 94/21808 beschriebenen Protokoll, IL- 
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LFEAIEGFI (400 ug oder 4 mg) mittels Inkubation (3 h 
bei 37° C; "Pulsen") auf die Zeilen aufgebracht worden 
war. Von den Tieren, die eine Vakzine mit 400 ug Peptid 
erhalten hatten, blieben 3 von 8 tumorfrei, die Vakzine 
aus mit 4 mg Peptid behandelten Zeilen heilte nur 1 von 
8 Tieren. Kontrollen waren bestrahlte M-3-Zellen allein 
sowie Zeilen, die ohne Peptid mit den Komplexen bela- 
den worden waren (jeweSs 1/8 Tieren blieb tumorfrei). 
Bei der Gruppe der Kontrolltiere, die keinerlei Behand- 
lung unterzogen worden, entwickelten alle Tiere Tumo- 
re. 

Um die Relevanz einerseits der Herstellungsmethode 
der Vakzine, andererseits der Peptidsequenz zu unter- 
suchen, wurde eine weitere Versuchsserie durchgefuhrt; 
in diesen Experimenten wurde eine hochtumorigene 60 
Variante der M-3-ZeDen verwendet In den Versuchen, 
in denen die Bedeutung der Behandlungsmethode gete- 
stet wurde, wurden Vakzine hergestellt, in denen das 
Peptid nicht mittels Polyrysin-Transferrin auf die Zeilen 
geladen wurde, sondern den Zeilen lediglich adjuvant 
beigemischt wurde. Fur die Kontrolle bezuglich der 
Peptidsequenz wurden die Aiikerarninosauren des Pep- 
tids an Position 2 und 9, namlich Phenylalanin und und 
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1 Woche 2 x vorimmunisiert Eine Woche nach der 
letzten Vakzinierung wurden, bei steigender Zahl von 
Tumorzellen, contralateral Tumore gesetzt fChallen- 
ge w ; die Dosis ist in Fig. 3b angegeben). Es zeigte sich, 
daB die Vorimmunisierung mit der erfindungsgemaBen 
Tumorvakzine einer Behandlung mit der IL-2- Vakzine 
fiberlegen war: naive Mause, geimpft mit der IL-2- Vak- 
zine, waren nur gegen eine Dosis von 10 s lebenden, 
hochtumorigenen Zeilen (M-3-W) geschutzt Die Kapa- 
zitat dieser Vakzine war jedoch bei einer Challenge von 
3 x 10 5 Zeilen erschopft, wahrend eine Tumorbelastung 
dieses AusmaBes von Tieren, die mit der Vakzine aus 
Fremdpeptid-beladenen Tumorzellen vorimmunisiert 
worden waren, erf olgreich bekampft wurde. 

Beispiel 4 

Schutz von Balb/c-Mausen durch Vorimmunisierung 

mit einer Vakzine aus Fremdpeptid-beladenen 
Q)lonkarzmonizeUen(^rophylaktisches Mausmodell") 

a) Herstellung der CT-26 Vakzine 
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160 ug Xenopeptid LFEAIEGFI bzw. FFIGALEEI spiel 2 f Or die Vakzine aus M-3-ZelIen beschrieben. 

wurden mit 12 ug pL bzw. mit 3 ug Transferrin-Polyly- In Parallelversuchen wurden IL-2 bzw. GM-CSF se- 

sin plus 10 ug Polylysin, gemischt und 30 min bei Raum- kretierende B16-F10-Zellen (hergestellt nach dem in der 

temperatur in 500 ul HBS-Puffer komplexiert und an- WO 94/21808 beschriebenen Protokoll) als Vakzine fur 

schlieBend in eine T 75 Zellkulturflasche mit 1.5 x 10 6 5 die Vorimmunisierung verwendet; die Vakzine produ- 

CT-26 Zellen in 4 ml DMEM-Medium (10% FCS, 20 zierte 1.000 Einheiten IL-2 bzw. 200ng GM-CSF pro 

mMGlukoseJlransferiertanschlieBend wurdebei37°C Tier. 

und 5% C0 2 inkubiert Nach 4 h wurden die Zellen mit Eine Kontrollgruppe erhielt fur die Vorimmunisie- 

PBS gewaschen, mit 15 ml frischem Medium versetzt rung bestrahlte und ansonsten unbebandelte 

und uber Nacht bei 37°C und 5 Vo CO2 inkubiert. 4 h vor 10 B16-F10-Zellen. 

der Applikation wurden die Zellen mit 100 Gy bestrahlt Eine Woche nach der letzten Vakzimerung wurden 

Die Aufarbeitung der Vakzine erfolgte wie in der den Versuchstieren mit IxlO 4 lebenden, bestrahlten 

WO 94/21808 beschrieben. B16-F10-Zellen Tumore gesetzt und anschlieBend das 

Tumorwachstum verf olgt 

b)TestungderWirksamkeitder Krebsvakzine auf ihre 15 Das Ergebnis der Versuche ist in Fig. 5 dargesteilt; 

Schutzwirkung gegen CT-26 Challenge die mit dem Fremdpeptid beladenen Tumorzellen zeig- 

ten die beste Schutzwirkung vor Tumorbildung. 

6— 12 Wochen alte Balb/c Mause wurden zweimal in 

einwochigem Abstand durch subkutane Injektion vakzi- Beispiel 6 

niert (Zelldosis: lOVMaus). Pro Gruppe standen 8 Mau- 20 

se (bzw. 7 Mause bei dem Versuch, bei dem pL fur das Schutz von DBA/2-Mausen gegen Mastozytom durch 

Beladen der Zellen verwendet wurde) im Experiment. Vorimmuinsiermgmitemerzel^ 

Eine Woche nach der letzten Vakzimerung wurden con- enthaltend ein tumorspezifisches Peptid 

tralateral Tumore mit 5 x 10- parentalen CT-26-Zellen ("Prophylaktisches Mausmodelf) 

gesetzt Vergleichsversuche, in denen die Vakzine auf- 25 IPTWW 

andere Weise als mittels den Komplexen aus TfpL/ 160 ug des Peptids der Sequenz KYQAVTTTL (Be- 

DNA hergestellt wurde sowie die Kontrollen wurden zeichnung: P815), eines Uganden von H2-K d , abgeleitet 

durchgefOhrt, wie in Beispiel 2 beschrieben. Das Aus- von dem von Lethe etaL, 1992, beschriebenen Tumoran- 

wachsen der Tumorchallenge wurde mindestens einmal tigen, wurden mit 11.8 ug Polylysin 300 in 500 ul HBS 

pro Woche kontrolliert Das Ergebnis fur Peptid LFEA- 30 gemischt und 4 h bei Raumtemperatur inkubiert Dann 

IEGFI ist in Fig. 4a zu sehen; es wurden 6 von 8 Tieren wurden 500 ul EBSS (Earl's gepufferte Salzldsung) bei- 

geschtitzt Im Fall von Peptid FFIGALEEI (nicht in gegeben. Je 100 ul der erhaltenen Mischung wurden 8 

Fig. 4a gezeigt, wurden 4 von 8 Tieren geschQtzt). Mausen in einwdchigem Abstand subkutan verabreicht 

Nach dieser Vorimmunisierung wurden nach einer wei- 

c) Beteiligung von T-Zellen an der Wirkung der 35 teren Woche Tumore gesetzt, indem jeder Maus contra- 

Tumorvakzine lateral 5 x 10 4 Zellen der Mastozytomzellinie P815 

(ATCC Nr. TTB 64; diese Zellen exprimieren das Tumor- 

Um die Beteiligung von T-Zellen an der durch die antigen, von dem das Peptid P815 abgeleitet ist) in 

CT-26-Vakzine bewirkten systemischen Immunitat 100 ui EBSS injiziert wurden. Das Ergebnis dieser Ver- 

nachzuweisen, wurden in einem weiteren Versuch 24 h 40 suche ist in Fig. 6 (gefullte Quadrate) dargesteilt 

vor der Vakzinierung CD4 + -Zellen durch intravenose In einem Parallelversuch wurden 200 ug des Peptids 

Injektion von 500 ug monoklonalen Antikdrper GK1.5 mit 500 ul HBS gemischt und anschlieBend mit 500 ul 

(ATCC TIB 207), CD8 + -Zellen durch intravenose Injek- Freund's Adjuvans emulgiert Mit je 100 uJ der erhalte- 

tion von 500 ug monoklonalen Antikorper 2.43 (ATCC nen Emulsion wurden 8 Mause vorimmunisiert und an- 

TIB 210) entfernt Eine positive Kontrollgruppe erhielt 45 schlieBend mit P815-Zellen Tumore gesetzt wie oben 

die Vakzine, ohne daB CD4 + -Zellen und CD8 + -ZeUen angegeben (Fig. 6: gefullte Kreise). 

entfernt worden waren. Das Ergebnis der Versuche ist Fur einen weiteren ParalleLversuch wurde eine zellu- 

in Fig, 4b dargesteilt: Die Beteiligung der T-Zellen zeigt lare Tumorvakzine hergestellt, wie in Beispiel 2a) be- 

sich daran, daB alle Tiere, denen T-Zellen entfernt wor- schrieben, mit dem Unterschied, daB statt M-3-Zellen 

den waren, Tumore entwickeitea 50 Zellen der allogenen Fibroblastenzellinie NIH3T3 

(ATCC Nr. CRL 1658) und als Peptid P815 verwendet 

Beispiel 5 wurde. Die Vorimmunisierung mit dieser Vakzine wur- 
de in einwochigem Abstand mit 10 s Zellen vorgenom- 

Schutz von C57BL/6J-Mausen durch Vorimmunisierung men; nach einer weiteren Woche wurde die Tumorset- 

mit einer Vakzine aus Fremdpeptid-beladenen 55 zung durchgefiihrt, wie oben beschrieben (Fig. 6 : gef ull- 

Melanomzellen fProphylaktisches MausmodelT) te Dreiecke). 

Es zeigte sich, daB diejenige Vakzine, die das Peptid 

In diesem Beispiel wurden als Versuchstiere Mause mit Polylysin vereinigt enthielt, die Mause am besten 

vom Stamm C57BL/6J verwendet (jeweils 8 Tiere pro vor Tumorbildung schutzte. 

Gruppe). Als Melanomzellen wurden die fur den ver- 60 

wendeten Mausstamm syngenen Zellen B16-F10 (NIH LITERATUR 
DCTTumor Depository; Fidler et aL, 1975) verwendet 

Die Tiere aller Versuchsgruppen wurden zweimal in Alexander, J. et aL, 1989, Immunogenetics 29, 380 

einwdchigem Abstand durch subkutane Injektion von AUred,D.C etaL, 1992, J. Clin. OncoL 10 (4), 599—605 

10 s B16-F10-Zellen pro Maus vakziniert: 65 Behr, JJ*, 1994, Bioconjug-Chera, Sept-Oct, 5(5), 

In einer Versuchsserie wurde die Vakzine hergestellt, 382—9 

indem bestrahlte B16-F10-Zellen mit dem Peptid der Biologic Therapy of Cancer, Editors: DeVita, V.T.Jr, 

Sequenz ASNENMETM beladen wurden, wie in Bei- Hellman, S^ Rosenberg, SA^Verlag J -B. 
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1. Tumorvakzine fur die Verabreichung an einem 
Patienten, dadurch gekennzeichnet, daB sie Tu- 
morzellen enthalt, die von sich aus von Tumoranti- 
genen abgeleitete Peptide im HLA-Kontext pra- 
sentieren und von denen zumindest ein Teil minde- 
stens einen MHC-I-Haplotyp des Patienten an der 
Zelloberflache aufweist, und die mit einem oder 
mehreren Peptiden a) und/oder b) derart beladen 
wurden, daB die Tumorzellen im Kontext mit den 
Peptiden vom Immun system des Patienten als 
fremd erkannt werden und eine zellulare Immun- 
antwort auslosen, wobei die Peptide 

a) als liganden fur den MHC-I-Haplotyp, der 
dem Patienten und den Tumorzellen der Vak- 
zine gemeinsam ist, fungieren, und verschieden 
sind von Peptiden, die abgeleitet sind von Pro- 
teinen, die von Zellen des Patienten exprimiert 
werden, oder 

b) als liganden fur den MHC-I-Haplotyp, der 
dem Patienten und den Tumorzellen der Vak- 
zine gemeinsam sind fungieren, und abgeleitet 
sind von Tumorantigenen, die von Zellen des 
Patienten exprimiert werden und in einer Kon- 
zentration auf den Tumorzellen der Vakzine 
vorliegen, die hoher ist als die Konzentration 
eines Peptids, das von demselben Tumoranti- 
gen abgeleitet ist wie das auf den Tumorzellen 
des Patienten exprimierte. 

2. Tumorvakzine nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie autologe Tumorzellen ent- 
halt 

3. Tumorvakzine nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie allogene Tumorzellen ent- 
halt 

4. Tumorvakzine nach Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die allogenen Tumorzellen Zel- 
len einer oder mehrerer Zellinien sind von denen 
zumindest eine Zellinie mindestens ein, vorzugs- 
weise mehrere Tumorantigene exprimiert, die iden- 
tisch sind mit den Tumorantigenen des zu behan- 
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delnden Patienten. 

5. Tumorvakzine nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet dafi sie aus einer Mi- 
schung von autologen und allogenen Zellen be- 
steht 5 

6. Tumorvakzine nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Peptid a) oder b) ein H2-K d - 
Ligand ist 

7. Tumorvakzine nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Peptid a) oder b) ein H2-K b - io 
Ligand ist 

8. Tumorvakzine nach Anspruch 1, 6 oder 7, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Peptid a) von einem 
naturlich vorkommenden immunogenen Protein 
bzw. einem zeliularen Abbauprodukt davon abge- 15 
leitet ist 

9. Tumorvakzine nach Anspruch 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Peptid a) von einem viralen 
Protein abgeleitet ist 

10. Tumorvakzine nach Anspruch 9, dadurch ge- 20 
kennzeichnet, daB das Peptid von einem Influenza- 
virus-Protein abgeleitet ist 

11. Tumorvakzine nach Anspruch 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Leu Phe 
Glu Ala He Glu Gly Phe Be aufweist 25 
1Z Tumorvakzine nach Anspruch 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Ala Ser 
Asn Glu Asn Met Glu Thr Met aufweist 

13. Tumorvakzine nach Anspruch 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Peptid a) von einem bakte- 30 
riellen Protein abgeleitet ist 

14. Tumorvakzine nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Peptid a) von einem patien- 
tenfremden Tumorantigen abgeleitet ist 

15. Tumorvakzine nach Anspruch 1, dadurch ge- 35 
kennzeichnet, daB das Peptid a) ein synthetisches 
Peptid ist 

16. Tumorvakzine nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Phe Phe 
lie Gly Ala Leu Glu Glu He aufweist 40 

17. Tumorvakzine nach einem der Anspruche 
1 — 16, dadurch gekennzeichnet daB die Tumorzel- 
len mit mehreren Peptiden unterschiedlicher Se- 
quenz behandelt wurden. 

18. Tumorvakzine nach Anspruch 17, dadurch ge- 45 
kennzeichnet, daB sich die Peptide dadurch unter- 
scheiden, daB sie an unterschiedliche HLA-Subty- 
pen binden. 

19. Tumorvakzine nach Anspruch 17, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sich die Peptide hmsichtlichihrer 50 
nicht fur die HLA-Bindung maBgeblichen Sequenz 
unterscheiden. 

20. Tumorvakzine nach einem der Anspruche 1 bis 
19, dadurch gekennzeichnet, dafl sie auBerdem Tu- 
morzellen enthalt die mit einem Zytokingen trans- 55 
fiziert sind 

21. Tumorvakzine nach Anspruch 20, dadurch ge- 
kennzeichnet daB das Zytokin IL-2 und/oder IFN- 
yist * 

22. Tumorvakzine nach einem der Anspruche 1 bis eo 

21, dadurch gekennzeichnet daB sie auBerdem Fi- 
broblasten enthalt die mit einem Peptid b) behan- 
delt wurden. 

23. Tumorvakzine nach einem der Anspruche 1 bis 

22, dadurch gekennzeichnet, daB sie auBerdem den- es 
dritische Zellen enthalt die mit einem Peptid b) 
und/oder mit einem an ein MHC-II-Molekul bin- 
denden Peptid behandelt wurden. 
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24. Verfahren zur Herstellung einer Tumorvakzine, 
enthaltend Tumorzellen, zur Verabreichung an ei- 
nen Patienten, dadurch gekennzeichnet, daB man 
Tumorzellen, die von sich aus von Tumorantigenen 
abgeleitete Peptide im HLA-Kontext prasentieren 
und von denen zumindest ein Teil mindestens einen 
MHC-I-Hapiotyp des Patienten exprimiert mit ei- 
nem oder mehreren Peptiden behandelt, die 

a) als Liganden fur den MHC-I-Haplotyp, der 
dem Patienten und den Tumorzellen der Vak- 
zine gemeinsam sind, fungieren, und verschie- 
den sind von Peptiden, die abgeleitet sind von 
Proteinen, die von Zellen des Patienten expri- 
miert werden, oder die 

b) als Liganden fur den MHC-I-Haplotyp, der 
dem Patienten und den Tumorzellen der Vak- 
zine gemeinsam sind, fungieren, und abgeleitet 
sind von Tumorantigenen, die von Zellen des 
Patienten exprimiert werden, 

wobei man die Tumorzellen mit einem oder mehre- 
ren Peptiden a) und/oder b) so lange und in einer 
solchen Menge in Gegenwart eines organischen 
Polykations inkubiert, bis die Peptide an die Tu- 
morzellen derart gebunden sind, daB sie im Kontext 
mit den Tumorzellen vom Immun system des Pa- 
tienten als fremd erkannt werden und eine zellulare 
Immunantwort auslosea 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als Polykation Polylysin einsetzt 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man Polylysin einer Kettenlange von 
ca. 30 bis ca. 300 Lysinresten einsetzt 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet daB man das Polykation 
in zumindest teilweise konjugierter Form einsetzt 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekenn- 
zeichnet daB das Polykation mit Transferrin konju- 
giert ist 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet daB man die Zellen auBer- 
dem in Gegenwart von DNA behandelt 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die DNA ein Plasmid ist 

31. Verfahren nach Anspruch 29 oder 30, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Verhaltnis DNA zu, gege- 
benenfalls teilweise mit einem Protein konjugier- 
tem, Polykation ca. 1 : 2 bis ca. 1 : 5 betragt 

32. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekenn- 
zeichnet daB man Peptid a) und/oder b) in einer 
Menge von ca- 50 u.g bis ca. 160 pg pro 1 x lC^rn^ 
x 10 7 Zellen einsetzt 

33. Anwendung des Verf ahrens nach einem der An- 
spruche 24 bis 32 auf Fibroblasten, wobei man als 
Peptid ein von einem Tumorantigen des Patienten 
abgeleitetes Peptid b) einsetzt 

34. Anwendung des Verf ahrens nach einem der An- 
spruche 24 bis 32 auf dendritische Zellen, wobei 
man als Peptid ein von einem Tumorantigen des 
Patienten abgeleitetes Peptid b) und/oder ein Pep- 
tid einsetzt, das an ein MHC-II-Molekul des Patien- 
ten bindet 
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